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(57) Abstract 

The invention concerns the use of methylene malonic diester derivatives of general qq j^i 

formula (I), in which R 1 and R 2 have different meanings, in the production of gas- 2 
containing particles for use in ultrasound diagnostics, and ultrasound contrast agents j-j q^—q^ (|) 

containing these panicles. 2 \^ 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Methylenmaiondiesterderivaten der 
allgemeinen Formel (I), worin R 1 und R 2 unterschiedliche Bedeutung haben zur Herstellung von gashaltigen Partikeln fur die 
Ultraschalldiagnostik, sowie diese Partikel enthaltende Ultraschallkontrastmittel. 



BNSPPCID- <WO 9625954A1> 




LEDIGUCH ZUR INFORMATION 



Codes zur Identifizicrung von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbogen der Schriften, die Internationale 
Anmeldungen gemass dem PCT veroffentlichen. 



AM 


Armenien 


GB 


Vereinigtes Kdnigreich 


MX 


Mexiko 


AT 


Osterreieh 


GE 


Georgien 


N£ 


Niger 


AU 


Ausiralien 


GN 


Guinea 


NL 


Niederlande 


BB 


Barbados 


GR 


Griechenland 


NO 


Norwegen 


BE 


Belgien 


HU 


Ungam 


NZ 


Neuseetand 


BF 


Burkina Faso 


IE 


Irland , - 


PL 


Polen 


BG 


Bulgarien 


IT 


It alien 


PT 


Porrugal 


BJ 


Benin 


JP 


Japan 


RO 


Rumanien 


BR 


Bras i lien 


KE 


Kenya 


RU 


Russische Foderaiion 


BY 


Belarus 


KG 


Kirgiststan 


sb 


Sudan 


CA 


Kanada 


KP 


Demokratischc Volksrepublik Korea 


SE 


Schweden 


CF 


Zemrale Afrikanische Republik 


KR 


Rcpublik Korea 


SG 


Singapur 


CG 


Kongo 


KZ 


Kasachstan 


SI 


Slowenien 


CH 


Schwciz 


LI 


Liechtenstein 


SK 


Slowakei 


CI 


C6te d* I voire 


LK 


Sri Lanka 


SN 


Senegal 


CM 


Kamcrun 


LR 


Liberia 


sz 


S was Hand 


CN 


China 


LK 


Litauen 


TD 


Tsc had 


CS 


Tschechoslowakei 


LU 


Luxemburg 


TG 


Togo 


CZ 


Tschechische Republik 


LV 


Lett land 


TJ 


Tadschikistan 


DE 


Deutschland 


MC 


Monaco , 


TT 


Trinidad und Tobago 


DK 


Dan em ark. 


MD 


Rcpublik Moldau 


UA 


Ukraine 


EE 


Est land 


MG 


Madagaskar 


UG 


Uganda 


ES 


Spanien 


ML 


Mali 


US 


Vereinigte Staaten von Amerika 


FI 


Finnland 


MN 


Mongolei 


uz 


Usbekistan 


FR 


Frankreich 


MR 


Mauretanien 


VN 


Vietnam 


GA 


Gabon 


MW 


Malawi 







BNSDOCID- <WO 962S954A1> 



, WO 96/25954 W Wt PCT/EP96/00538 



Verwendung von Methylenmalondiesterderivaten 
zur Herstellung von gashaltig n Mikropartikein fur die 
Ultraschalldiagnostik, sowie diese Partikel enthaltende Mittel 

5 

Die Erfindung betrifft den in den Patentanspruchen gekennzeichneten Gegenstand, 
daft heiftt die Verwendung von unsymmetrischen bzw. symmetrischen 
Methylenmalondiesterderivaten zur Herstellung von gashaltigen Mikropartikein 
sowie diese Partikel enthaltende Kontrastmittel fur die Ultraschalldiagnostik. 

10 

Die Ultraschalldiagnostik hat in der Medizin wegen der komplikationslosen 
einfachen Handhabung sehr breite Anwendung gefunden. Ultraschallwellen werden 
an Grenzflachen von unterschiedlichen Gewebearten reflektiert. Die dabei 
entstehenden Echosignale werden elektronisch verstarkt und sichtbar gernacht. Die 

15 Darstellung von BlutgefaSen und inneren Organen mittels Ultraschall erlaubt im 

allgemeinen nicht die Darstellung des darin vorhandenen Blutflusses. Flussigkeiten, 
insbesondere Blut, liefern nur dann Ultraschallkontrast, wenn Dichte- und 
Kompressibilitatsunterschiede zur Umgebung bestehen. Als Kontrastmittel werden 
in der medizinischen Ultraschalldiagnostik z.B. Gase enthaltende oder Gase 

20 produzierende Substanzen verwendet, da der Impedanzunterschied zwischen Gas 
und umgebendem Blut wesentlich grower ist, als der zwischen Flussigkeiten oder 
Festkorpern und Blut (Levine R.A., J. Am. Coll. Cardiol. 3: 28, 1989; Macht I.J. CU 
1 1:3, 1983). 

25 Es ist bekannt, date durch periphere Injektionen von Losungen, die feine Gasblasen 
enthalten, cardiale Echokontraste erzielt werden konnen (Roelandt J, Ultrasound 
Med. Biol. 8: 471-492, 1982). Diese Gasblasen werden in physiologisch 
vertraglichen Losungen z.B. durch Schutteln, andere Agitation oder durch Zusatz 
von Kohlendioxid erhalten. Sie sind jedoch hinsichthch Anzahl und Grdfce nicht 

30 standardisiert und konnen nur unzulanglich reproduziert werden. Auch sind sie in 
der Regel nicht stabilisiert, so date ihre Lebensdauer gering ist. Ihre mittleren 
Durchmesser liegen meist uber Erythrocytengrd&e, so dafS keine 
Lungenkapillarpassage mit nachfoigender Kontrastierung von Organen wie iinkes 
Herz, Leber, Niere oder Milz moglich ist. 



Daruber hinaus eignen sie sich nicht fur Quantifizierung, da sich das von ihnen 
erzeugte Ultraschallecho aus mehreren, nicht voneinander zu trennenden Prozessen 
wie Blasenentstehung, Koaleszenz und Auflosung zusammensetzt. So ist es z.B. 
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nicht moglich, mit Hilfe dieser Ultraschall-Kontrastmittel uber die Messung des 
Kontrastverlaufs im Myokard Aussagen uber die Transitzeiten zu gewinnen. Hierzu 
sind Kontrastmittel notwendig, deren Streukorper eine ausreichende Stabilitat 
aufweisen. 

5 

In der EP 0 131 540 ist die Stabilisierung der Gasblasen durch Zucker beschreiben. 
Damit wird zwar die Reproduzierbarkeit und Homogenitat des Kontrasteffektes 
verbessert, eine Lungenpassage uberstehen diese Blasen jedoch nicht. 

10 In den EP 0 1 22 624 und 0 1 23 235 wird beschreiben, dad der 

gasblasenstabilisierende Effekt von Zuckern, Zuckeralkoholen und Salzen durch 
Zusatz von grenzflacheriaktiven Substanzen verbessert wird. Eine 
Lungenkapiilargangigkeit und die Moglichkeit zur Darstellung des arteriellen 
GefaBschenkels sowie verschiedener Organe wie Leber oder MHz ist bei diesen 

15 Ultraschallkontrastmitteln gegeben. Der Kontrasteffekt ist hierbei jedoch auf das 
GefafXIumen beschrankt, da die Blaschen nicht von den Gewebezellen 
aufgenomrnen werden. 

Keines der beschriebenen Ultraschall-Kontrastmittel verbleibt langere Zeit 
20 unverandert im Korper. Eine Organdarstellung mit ausreichender Signalintensitat 
durch selektive Anreicherung nach i.v. Gabe oder Quantifizierung ist mit diesen 
Mitteln nicht moglich. 

Eine Verkapselung von Gasen, wie beispielsweise Luft ais Ultraschall-Kontrastmittel 
25 wird in der EP 0 224 934 beschreiben. Das hierbei verwendete Wandmaterial 

besteht aus Protein, insbesondere menschliches Serumalbumin mit den bekannten 
allergenen Eigenschaften, zu denen durch eine Denaturierung cytotoxische Effekte 
hinzukommen konnen. 

30 In der EP 0 327 490 und EP 0 458 745 werden gasenthaltende Mikropartikel fur 
die Ultraschall-Diagnostik auf der Basis von biologisch aibbaubaren, synthetischen 
Materialien beschrieben. Diese Mittel weisen eine ausreichende in-vivo Lebensdauer 
auf und werden intravenbser Applikation intrazellular im Retikuioendothelialem 
System und damit auch in der Leber oder Milz angereichert. 

35 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es Kontrastmittel fur die 
Ultraschalidiagnostik bereitzustellen, die die Nachteile des Standes der Technik 
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uberwinden, d.h. Ultraschall-Kontrastmitte! auf der Basis von Mikropartikeln zu 
entwickein, die 

• einen deutiichen Kontrast zum umgebenden Gewebe liefern, 

5 • die so klein und stabil sind, daft sie ohne wesentlichen Gasverlust und im 
wesentlichen quantitativ die linke Herzhalfte nach intravenoser Applikatton 
erreichen, 

• gute Vertraglichkeit aufweisen und kein allergenes Potential besitzen, 

• in Wasser oder Blut nicht miteinander verklumpen und 
10 • sich schnell und einfach herstellen lassen. 

Diese Aufgabe wird durch die vorliegende Erfindung gelost, 

Es wurde gefunden, dafc gasgefullte Partikel, bestehend aus polymerisierten 
15 ' unsymmetrischen bzw. symmetrischen Methylenmalonester der allgemeinen 
Formel I 



H 2 C = C 



^CO.R 1 



C0 2 R' 



(1) 



20 worin 

die Reste R^ und R^ gleich Oder verschieden sein konnen und gesattigte oder 
ungesattigte, 1 bis 8 Kohlenstoffatome enthaltende Gruppen bedeuten, die 
gegebenenfalls Sauerstoff atome (Ethergruppen) und Carboxytgruppen (Ester) 
enthalten, hervorragend als Kontrastmittel fur die Ultraschalldiagnostik geeignet 
25 sind. 



Als Reste R^ und R^ seien beispielhaft genannt die CH 3 -, C 2 H 5 -, n-C 3 H 7 -, iso- 
C3H7-, n-C4Hg- f iso-C4Hg-, n-C5H<|j-, n-C5H-|3*, CH 2 C0 2 C 2 H5~ ( CH 2 -CH = CH 2 -, 
CH 2 -C=CH-, CH 2 -0-CH 3 -, C 2 H 4 OC 2 H 5 -, CH 2 C0 2 C 2 H 5 -, CH 2 CH 2 CH 2 C0 2 C 2 H 5 - und 
30 die Allylgruppe, wobei R 1 und R 2 unabhangig voneinander gleich oder verschieden 
sein konnen. 



Vorzugsweise wird als Methylenmalonester 
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verwendet. 

Als in den Partikeln enthaltene Gase kommen Luft, Stickstoff, Sauerstoff, Edelgase, 
Kohlendioxid und Fluorkohlenwasserstoff e infrage. 

5 

Die Partikel haben eine mittlere GrdBe im Bereich von 5O0nm bis 7//m. 

Entsprechende Mittel haben insbesondere den Vorteil, daft diese schneller in-vivo 
abgebaut werden und die Abbauprodukte toxikologisch unbedenklich sind. 

10 

Da die Wanddicke durch die Hersteilungsprozesse beeinfluBbar ist, kann man 
Partikel erzeugen, deren Schwingungsmoden sich durch das Schallfeld anregen 
lassen, somit eine weitere zusatzliche Komponente zu der Kontrastierung zukommt. 

15 Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrif ft Verfahren zur Herstellung der 
erfindungsgemaSen Partikel. 

Die Herstellung der erfindungsgemafSen Partikel auf Basis von unsymmetrischen 
bzw. symmetrischen Methylenmalonestern erfolgt, indem man den jeweils 

20 gewunschten monomeren Methylenmalonester in einer waSrigen Gas-gesattigten 
Pufferlosung, die gegebenenfalls eine oder mehrere oberflachenaktive Substanz(en) 
enthalt, mit einem Ruhrer dispergiert, nach erfolgter Polymerisation (ca. 2-6 
Stunden) die erhaltenen Partikel abtrennt, gegebenenfalls mit Wasser wascht, 
anschliefcend in einem pharmazeutisch akzeptablen Suspensionsmedium aufnimmt 

25 und gefriergetrocknet. 

Als gegebenenfalls dem Reaktionsprozess zugefuhrte oberflachenaktive Substahzen 
kommen vorzugsweise infrage Substanz(en) aus der Gruppe der Poloxamere^, 
Polysaccharide, Polysorbate, Saccharose Mono oder Diester, 
30 Polyethylenglykolalkylether sowie deren Gemische. 

Der pH-Wert der wafJrigen gasgesattigten Pufferlosung liegt vorzugsweise 
zwischen 5 und 8. Die Abtrennung der Partikel erfolgt mittels Flotation. 

35 Die abgetrennten Partikel werden anschlie&end gewunschtenfalls gewaschen, in 

einem Suspensionsmedium resuspendiert und lyophilisiert. Als Suspensionsmedium 
eignet sich Wasser fur Injektionszwecke gegebenenfalls mit einem Zusatz von 
Kochsalz und/oder Glucose und/oder Mannitoi und/oder Lactose, das 
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gegebenenfalls zusatzlich eine oberflachenaktive Substanz, wie z.B. 
Polysaccharide, Polysorbate, Poloxamere®, Saccharose Mono- Oder Diester- oder 
Polyethyienglycolalkylether sowie deren Gemische enthalt. 

5 Die Herstellung der gebrauchsfertigen, injizierbaren Ultraschallkontastmittel aus den 
gefriergetrockneten Partikeln, erfolgt durch Resuspendieren des Lyophilisats in 
einem pharmazeutisch akzeptablen Suspensionsmedium wie z.B. Wasser p.i., 
waRrige Lbsungen eines Oder mehrerer anorganischer Salze wie physiologische 
Elektrolyt-Ldsungen und Pufferlosungen wie z.B. Tyrode, wallrige Lbsungen von 

10 Mono- oder Disacchariden wie Glucose oder Lactose, Zuckeralkoholen wie Mannit, 
die gegebenenfalls zusatzlich noch eine oberflachenaktive Substanz z.B. aus der 
Gruppe der Polysorbate oder Polysaccharide oder Polyvinylpyroliden oder 
Polyethylenglycolylether, Saccharose Mono und Diester oder Substanzen aus der 
Gruppe der Poloxamere® oder deren Gemischen und/oder einem physiologisch 

15 vertraglichen mehrwertigen Alkohol wie Glycerin, enthalten. Bevorzugtes 
Suspensionsmedium ist fur Injektionszwecke geeignetes Wasser. Die 
Gesamtkonzentration der gegebenenfalls gelbsten Stoffe betragt 0-15 Gewichts- 
Prozent. 

20 Ein alternatives Verfahren zur Herstellung der gebrauchsfertigen, injizierbaren 

Zubereitungen besteht darin, daft bei einem erfindungsgemalSen Verfahren - zur * 
Herstellung der Partike! - auf die abschliefcende Gefriertrocknung verzichtet wird.'< 

Um die Sicherheit der Applikation zu erhbhen, kann unmittelbar vor injektion eine * 
25 Filtration der Suspension durchgefuhrt werden. 

Die nachfolgenden Beispiele dienen der naheren Erlauterung des 
Erfindungsgegenstandes, ohne ihn auf diese beschranken zu wollen. 

30 Die Herstellung der als Ausgangsverbindung verwendeteten 

Methylenmalonesterderivaten sind literaturbekannt und beispielsweise beschrieben 
in DE-PS 27 34 082; US-PS 4,931,584, J. Org. Chem. 4fl, 3603 (1983) sowie in 
. Makromulekulare Chemie 107 . 4-5 (1967). 
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Beispiel 1 

1 ml Diethylmethylidenemalonat werden in 100 ml 0,01 m Phosphatpuffer pH 7.4, 
die 1 % Dextran-8 (Serva, Feinbiochemica GmbH & Co.) enthalt, mit einem Ruhrer 
(Dispermat-FT, VMA-Getzmann GmbH) bei 20° C, 60 Minuten lang bei 10000 upm 
5 dispergiert. Anschliefcend wird das Reaktionsgemisch in einem Kolben, versehen 
mit einem Ruhrer uberfuhrt und 6 Stunden lang bei Raumtemperatur unter Ruhren 
(300 upm) weiter polymerisiert. 

Die ultraschallaktiven, gasgefullten Nano- Oder Mikropartikel werden durch Flotieren 
abgetrennt, mehrmals mit Wasser oder 0.9 % NaCI Losung gewaschen und in 
10 200 ml einer wafirigen Losung von 1 % Dextran-8 aufgenommen. 

Die Partikel haben eine durchschnittliche GrofSe von 800 nm und zeigen 
hervorragende Ultraschallaktivitaten. So betragt der in einem in-vitro Versuch 
ermittelte Ruckstreukoeffizient a s = 7,8 x 10~ 2 dB/cm bei 5 mHz, C = 2,2 10 -7 
T/ml. 

15 

Beispiel 2 

Es wird wie in Beispiel (1) verfahren, wobei das Puffersystem ein pH-Wert von 8.0 
aufweist und Dextren-8 durch Dextran-10 ersetzt wird. Die Partikel besitzen eine 
durchschnittliche Grofce von 700 nm. 
20 Die Partikel werden in 150 ml, 5 %iger Mannitol-Ldsung, die 0,1 % Dextran 
enthalt, aufgenommen, 

Beispiel 3 

Es wird wie in Beispiel (1) verfahren, wobei das Puffersystem ein pH-Wert von 7.4 
25 aufweist und Dextren-8 durch Polyvinylpyrolidon Kollidon® PF-17 ersetzt wird. Die 
Partikel besitzen eine durchschnittliche GroSe von 1.3'nm. Die Partikel werden in 
150 ml. 5 % Glucoseldsung, die 0,1 % Kollidon 5 PF-17 enthalt, aufgenommen. 

Beispiel 4 

30 Es wird wie in Beispiel (1) verfahren, wobei Dextran-8 durch die Brij^-35 ersetzt 
wird. Die Partikel besitzen eine durchschnittliche Grd&e von 2.0 nm. 
Die Partikel werden in 150 ml, 0,5 %iger Glucoselosung, die 1 % Brij t5 -35 enthalt, 
aufgenommen. 

35 Beispiel 5 

Es wird wie in Beispiel (1) verfahren, wobei Dextran-8 durch die Brij*-96 ersetzt 
wird. Die Partikel besitzen eine durchschnittliche GroSe von 2.0 |im. 
Die Partikel werden in 150 ml, 0 r 1 %iger Brij^-96-Losung aufgenommen. 
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Beispiel 6 

Es wird wie in Beispiel (1) verfahren, wobei Dextran-8 durch die 2% Tween^-20 
wird. 

5 Die Partikel werden in 150 ml, 5 %iger Mannitol-Losung, die 0,1 % Tween*-20 
enthalt aufgenommen. Die Partikel besitzen eine durchschnittliche Grofce von 1,0 
prr\. 

Beispiel 7 

10 1 ml Monomer " 1 -Ethoxycarbonyl, 1 -Ethoxycarbonylmethylene nyyrarh qnyiPthane" 
werden in 100 ml wafcrige Phosphatpuffer (KH 2 P0 4 / Na 2 HP0 4 , 0.066 N, pH 5,5V 
die 1 % Dextran-8 (Serva, Feinbiochemtca GmbH & Co.) enthalt, mit einem Ruhrer 
(Disperment FT, Getzmann GmbH), bei 20 °C, 60 Minuten lang bei 8000 upm 
dispergiert. AnschlielJend wird das Reaktionsgemisch in einem Kolben, versehen 

15 mit einem Ruhrer uberfuhrt und 6 Stunden lang bei Raumtemperatur unter Ruhren 
(300 upm) weiter polymerisiert. Die ultraschallaktiven bzw. gasgefullten Nano Oder 
Partikel werden entweder durch flotieren oder abzentrifugieren abgetrennt, mit ^ 
Wasser mehrmals gewaschen und in 200 ml, 5 % Mannitol-Losung, die 0,1 % ; 
Dextran-8 enthalt, aufgenommen. 

20 Die Partikel besitzen eine durchschnittliche GroSe von 1 .5 jam und zeigen 

hervorragende Ultraschallaktivitaten. In einem in-vitro Experiment wurde ein 
Ruckstreukoeffizient von ct s = 1,5 x 10" 1 dB/cm bei 5 mHz, C = 1,0 10" 7 T/ml 
gemessen. 

V 

25 Beispiel 8 

Es wird wie in Beispiel (7) verfahren, wobei das Phosphatpuffer ein pH-Wert von 
6.0 hat. Die Partikel besitzen eine durchschnittliche Grdfce von 1,0 jam. 

Beispiel 9 

30 Es wird wie in Beispiel (7) verfahren, wobei das Phosphatpuffer ein pH-Wert von 
6.5 hat. Die Partikel besitzen eine durchschnittliche GroSe-von 1,2 fim. 

Beispiel 10 

Es wird wie in Beispiel (7) verfahren, wobei das Phosphatpuffer durch die 
35 Zitronensaure (0,1 m)/Na 2 HP0 4 (0,2 m) Puffer von pH-Wert 5,5 ersetzt wird. 
Die Partikel besitzen eine durchschnittliche Grdfce von 1,0 ^m. 
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Beispiel 1 1 

Es wird wie in Beispiel (7) verfahren, wobei Dextran-8 durch Dextran-10 ersetzt 
wird. Die Partikel besitzen eine mittlere GroSe von 0,8 jam. Die Partikel werden in 
200 ml, 5 %iger Glucoseldsung, die 5 % Dextran-10 enthalt aufgenommen. 

5 

N^Beispiel 12J 

Es wircTwie in Beispiel (7) verfahren, wobei Dextran-8 durch 3 % 
Jgoly vmylypy rolidon PF-17 ersetzt wird. Die Partikel weisen eine mittlere Gro&e von 
1.5 j^m auf. Die Partikel werden in 200 ml, 5 %iger Mannitol-Losung, die 0,5 % 
10 Kollidon 5 PF-1 7 aufgenommen. 

Beispiel 13 

Es wird wie in Beispiel (7) verfahren, wobei die Dextran-8 durch die 3 % Tween"*- 
80 ersetzt wird. Die Partikel besitzen eine mittlere GroSe von 1.2 jam. Die Partikel 
15 werden in 200 ml, 5 % Glucoseldsung aufgenommen. 

Beispiel 14 

Es wird wie in Beispiel (7) verfahren, wobei Dextran-8 durch die 2 % Tween"-40 
ersetzt wird. Die Partikel besitzen eine mittlere Grdfte von 1.0 jam. Diese Partikel 
20 werden in 150 ml, 5 %iger Mannitol-Losung aufgenommen. 



Es wird wie in Beispiel (7) verfahren, wobei Dextran-8 durch die 3 % Pluronic** F 68 
ersetzt wird. Die Partikel besitzen eine mittlere GroSe von 1.8 |j.m. Die Partikel 
25 werden in 150 ml, 5 % Mannitol-Losung aufgenommen. 
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Patentanspruche 



Verwendung von Methylenmalondiesterderivaten der aligemeinen Formel I 

CCLR 1 



H 2 C=C 



^C0 2 R 2 



(I) 



worin 

die Reste R 1 und gleich oder verschieden sein konnen und gesattigte 
Oder ungesattigte, 1 bis 8 Kohlenstoffatome enthaltende Gruppen bedeuten, 
10 die gegebenenfalis Sauerstoffatome (Ethergruppen) und Carboxylgruppen 

(Ester) enthalten zur Herstellung von gasenthaltendeh Partikel fur die 
Ultraschalldiagnostik. 

2. Verwendung von Methylenmalondiesterderivaten der aligemeinen Formel I 
15 nach Anspruch 1, worin die Reste R 1 und R 2 eine Methyl-, Ethyl-, iso- 

PropyK Propyl-, Butyl-, Pentyl-, Allyl-, Propinyl-, Methoxymethyl-, 
Ethoxyethyk Ethoxycarbonylmethyl- oder Ethoxycarbonylpropylgruppe 
bedeuten. 

20 3. Mittel fur die Ultraschalldiagnostik enthaltend gashaltige Partikel aus 
polymerisierten symmetrischen oder unsymmetrischen 
Methylenmalondiesterderivaten der aligemeinen Formel I. 

4. Verfahren zur Herstellung von Partikel aus polymerisierten unsymmetrischen 
25 oder symmetrischen Methylenmalonestern, dadurch gekennzeichnet, daft der 

monomeren Methylenmalonester in einer waftrigen Gas-gesattigten 
Pufferlosung, die gegebenenfalis eine oder mehrere oberflachenaktive 
Substanz(en) enthalt, mit einem Ruhrer dispergiert wird, nach erfolgter 
Polymerisation die erhaltenen gashaltigen Partikel abtrennt werden, 
30 gegebenenfalis mit Wasser gewaschen werden, anschliefcend in einem 

pharmazeutisch akzeptablen Suspensionsmedium aufgenommen werden und 
abschlieftend gefriergetrocknet werden. 
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